201712.00908v1 


chinaXiv 


ChinaXiv 合 作 期 刊 


J South Med Univ, 2016, 36(7): 997-1003 doi 10.3969/j.issn.1673-4254.2016.07.22 “997 


基础 研究 
短 刺 法 对 锡 膝 骨 关 节 炎 软骨 细胞 Sox9、VEGF 和 ColX 表达 的 影响 


刘 菲 ', 李 学 智 ', 付 妮 妮 ', 席 小 芳 ', 任 裔 ,杨晓光 !', 张 愉 ? 
! 重 庆 医 科大 学 中 医药 学 院 // 重 庆 医 科大 学 中 医药 研究 室 , 重 庆 400016;" 汉 中 市 中 心 医院 ,陕西 汉中 723000 


摘要 :目的 观察 短 刺 法 对 兔 膝 骨 关 节 炎 (KOA) 关 节 软 骨 细 胞 Y 染 色 体 的 性 别 决定 区 域 (Sox9) .血管 内 皮 细 胞 生长 因子 
(VEGF) 和 X 型 胶原 (ColX ) 表 达 的 影响 ,探讨 短 刺 治疗 KOA 的 作用 机 制 。 方 法 40 只 新 西 兰 免 利用 随机 对 照 表 随机 分 为 正常 
BGN 组 )10 只 , 造 模 组 30 只 ,对 造 模 组 行 Hulth 手 术 法 复制 膝 骨 关节 炎 模 型 ,X 线 评估 造 模 情 况 , 造 模 成 功 后 随机 分 为 对 照 组 (M 
日 ) 、 短 刺 组 (CN 组 ) 和 普通 针 刺 组 (NTN 组 ), 术 后 6 周 开始 治疗 ,M 组 不 予 任何 处 理 ,CN 组 和 NTN 组 取 左 膝 关 节 单 侧 足 三 里 、 
内 外 膝 眼 、 梁 丘 和 阴 陵 泉 穴 ,留针 20 min,1 次 /d, 一 疗程 5 d, 共 4 个 疗程 ,分 别 在 治疗 前 和 治疗 结束 后 随机 选取 各 组 新 西 兰 兔 观 
察 其 行为 学 改变 ;实验 结束 后 观察 软骨 大 体形 态 及 组 织 学 评分 ;Westem-Blot 法 检测 Sox9 和 ColX 和 蛋白 的 表达 ;免疫 组 化 检测 
VEGF 和 ColX 和 蛋白 的 表达 ;RT-PCR 检 测 Sox9 和 VEGFmRNA 的 表达 。 结 果 M.CN NTN 组 在 治疗 前 和 治疗 结束 后 免 行 为 学 
及 软骨 大 体 观察 发 生 明 显 改变 ;HE 染色 显示 CN 组 和 NTN 组 软骨 组 织 损伤 减轻 ,有 修复 趋势 ;N 组 .M 组 .CN 组 和 NTN 组 软骨 
Mankin 评 分 差异 均 有 统计 学 意义 (P<0.01);CN 组 和 NTN 组 较 M 组 Sox9 和 蛋白 和 mRNA 表达 升 高 .VEFG 和 蛋白 和 mRNA 表达 降 
低 、.ColX 和 蛋白 表达 降低 (P<0.01);CN 组 和 NTN 组 差异 有 统计 学 意义 (P<0.01)。 结 论 短 刺 法 能 有 效 治 疗 KOA ,其 作用 机 制 可 
能 是 提高 软骨 细胞 Sox9 的 含量 ,降低 VEGF 和 ColX 的 表达 ,抑制 肥大 细胞 分 化 ,从 而 维持 软骨 细胞 的 正常 表 型 ,使 软骨 得 
到 修复 。 
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Effect of eletroacupuncture with close-to-bone needling treatment on expression of Sox9, 


VEGF and ColX in impaired cartilage of rabbits with knee osteoarthritis 
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Abstract: Objective To investigate the effect of eletroacupuncture with close-to-bone needling treatment on expression of Sox9, 
vascular endothelial growth factor (VEGF) and type X collagen (ColX) in impaired cartilage of rabbits with knee osteoarthritis 
(KOA) and explore its possible mechanisms. Methods Forty New Zealand rabbits were randomized equally into normal 
control group, KOA model group, eletroacupuncture with close-to-bone needling group (CN group), and normal thrust 
needing group (NIN group). In the latter 3 groups, KOA was induced by Hulth-Telhag treatment and evaluated with X-ray 
examination, and 6 weeks after the modeling, eletroacupuncture for 20 min was administered in CN and NTN groups at the 
acupoints "Zusanli", "Waixiyan", "Neixiyan", "Lianggqiu" and "Yinlingquan" in the left knee joints once daily for 5 days as a 
treatment cycle. After 5 treatment cycles, the rabbits were examined for behavioral changes, cartilage morphology, and Mankin 
scores; The protein and mRNA expressions of SOx9, VEGF, and ColX were examined using Westen blotting, 
immunohistochemistry, and RT-PCR as appropriate. Results The rabbits in the model, CN and NIN groups showed 
significant changes in behaviors and cartilage histomorphology atfter the modeling and after the treatments. HE staining 
showed that cartilage injury was repaired and tended to recovery in CN and NTN groups. The cartilage pathologies was 
severer in the model group than in the normal control, CN and NTN groups (P<0.01); Sox9 protein increased and VEGF 
mRNA level decreased in CN and NIN groups after treatment as compared with those in the model group (P<0.01). 
Conclusion Eletroacupuncture with close-to-bone needling can effectively improve KOA in rabbits probably by enhancing 
Sox9 and reducing VEGF and ColX expressions in the cartilage to inhibit hypertrophic differentiation of the chondrocytes, 
maintain chondrogenic phenotype and repair cartilage cells. 
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骨 性 关节 炎 (OA) ,又 称 增生 性 关节 炎 、 肥 大 性 关节 为 关节 软骨 的 退 变 .骨刺 的 形成 及 关节 组 织 的 炎 性 改 
炎 , 是 关节 活动 受 限 的 一 种 退行 性 疾病 ,病理 变化 主要 变 , 致 病因 素 多 为 老龄 化 和 过 度 应 力 ,好 发 于 训练 过 度 
的 运动 员 和 老年 人 。 随 着 社会 老龄 化 的 到 来 , 佑 计 全 球 
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此 寻求 有 效 治疗 手段 缓解 膝 骨 关节 炎 疼 痛 成 为 医学 界 
吸 待 解决 的 难题 。 大 量 研究 表明 , 电 针 能 缓解 膝 骨 关节 
炎 (KOA) 引 起 的 关节 伪 硬 ,疼痛 及 功能 障碍 “", 短 刺 法 
是 古代 治疗 KOA 的 首要 针 法 ,临床 验证 短 刺 法 治疗 
KOA 有 和 良好 疗效 且 效 果 优 于 常规 针 刺 法 后。 研究 发 
现 :抑制 软骨 细胞 肥大 进程 已 作为 治疗 骨 关 节 炎 的 新 靶 
点 ”。Y 染 色 体 的 性 别 决定 区 域 (Sox9) 在 软骨 细胞 
和 组 织 分 化 成 熟 中 发 挥 关键 作用 "” ,能 结合 软骨 细胞 肥 
大 的 标志 产物 义 型 胶原 (ColX ) 基 因 的 启动 子 激活 其 表 
达 呈 ,肥大 的 软骨 细胞 化 能 诱导 基质 矿 化 ,分 泌 血 管内 
皮 生长 因子 (VEGF) 因 子 导致 血管 人 侵 ,形成 骨 赣 。 本 
实验 观察 短 刺 法 对 膝 骨 关节 炎 家 免 模型 软骨 细胞 中 
Sox9,VEGF 和 ColX 表 达 的 影响 ,探讨 KOA 的 发 病 机 
制 及 短 刺 法 治疗 KOA 的 机 制 。 


1 材料 和 方法 
1.1 主要 试剂 及 检测 设备 

Sox9 (bs-4177R) 、VEGF (bs-1313R) 和 Col X 
(bs-0554R) 一 抗 购 自 北京 博 奥 森 生物 技术 有 限 公 司 ， 
HRP(sp-9001-3 mL) 标 记 二 抗 购 自 北 京 康 为 生物 试剂 
公司 ,一 次 性 针 焦 针 ( 规 格 :0.30 mmx25 mm .0.30 mmx 
40 mm.、0.30 mmx50 mm 华 伦 牌 ) , 电 针 治 疗 仪 (南京 
LH200) , 手术 器 械 ( 上 海 手 术 器 械 厂 ) ,PCR 仪器 
(Applied Biosy Stems) ,光学 显微镜 (MODEL BX51TE, 
TOKYO, JAPAN) 低 温 离心 机 (SIGAM 公 司 ) ,石蜡 切片 
机 (Leica SM2000R ,德国 ) 电子 显微镜 (iMark-14047， 
上 海 ). 凝 胶 成 像 系 统 (BIO-RAD) .离心 机 (长 沙 湘 仪 离 
心机 仪器 有 限 公司 ) 等 (由 重庆 医科 大 学 生物 工程 实验 
室 提供 ) ,数字 放射 成 像 系 统 (DR3000, 由 重庆 医科 大 学 
附属 第 一 医院 放射 科 提供 )。 
1.2 动物 分 组 及 模型 复制 

健康 新 西 兰 免 40 只 , 购 自 重庆 医科 大 学 动物 中 心 ， 
许可 证 号 :SYXK( 渝 )2012-0001。 上 肉 雄 各 半 , 上 肉 无 孕 ， 
体质 量 2.0~2.5 kg, 实 验 中 对 待 动物 遵循 动物 伦理 学 标 
准 。 利 用 随机 对 照 表 随机 分 为 正常 组 IN 组 )10 只 、 造 模 
组 30 只 。 造 模 组 行 Hulth 手 术 法 “复制 膝 骨 关节 炎 模 
型 :将 造 模 组 新 西 兰 兔 经 耳 缘 静脉 注射 3% 戊 巴 比 妥 钠 
(30 mg/kg) ,深度 麻醉 后 常规 备 皮 ,消毒 、 铺 手术 巾 ,于 
左 侧 膝 关节 间 辽 处 取 纵 行 切口 , 挑 开 皮 肤 ,暴露 内 侧 副 
韧带 ,切断 内 侧 副 韦 带 及 周 于 韧带 组 织 ,打开 关节 吉 , 吻 
除 内 侧 半 月 板 , 切 断 前 后 交叉 万 带 , 行 抽 屠 实验 阳性 后 ， 
清理 关节 腔 , 逐 层 颖 合 皮肤 。 术 后 肌肉 注射 青霉素 钠 (4 
万 U/kg) 防 止 感染 ,1 次 /d, 连 续 7 d, 术 后 6 周 ,对 所 有 新 
西 兰 锡 膝 关 节 进 行 X 线 检测 ,满足 软骨 下 骨 显 露 . 人 硬化 、 
关节 间 际 变 罕 . 膝 关节 对 线 不 良 等 ,可 判断 造 模 成 功 ， 
将 造 模 成 功 的 新 西 兰 锡 随机 分 为 3 组 :对 照 组 (M 组 )、 
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短 刺 组 (CN 组 )、 普 通 针 刺 组 (NTN 组 ), 每 组 10 只 。 
1.3 治疗 方法 

将 CN 组 新 西 兰 兔 仰卧 位 固定 ,捆绑 四 肢 , 参 照 4 实 
验 针灸 学 》 选 取 左 膝 关 节 单 侧 " 内 外 膝 眼 ”“ 梁 丘 ”“ 足 三 
里 ”和 “ 阴 陵 泉 ” 穴 ,内 外 膝 眼 选用 1.5 寸 毫 针 , 向 关节 上 腔 
内 和 斜 刺 , 抵 骨 贴 骨 进 针 , 进 针 约 1 寸 (30 mm)( 针 刺 内 外 
膝 眼 正常 范围 为 1.5 寸 ); 梁 丘 选用 2 寸 写 针 , 斜 刺 至 股 
上 骨 , 针 人 尖 透 过 股骨 骨膜 , 透 刺 血 海 穴 , 进 针 约 1.5 寸 
(50 mm),; 足 三 里 穴 选用 1.5 寸 毫 针 ,采用 董 氏 奇 穴 针 
刺 法 , 贴 肥 骨 边缘 进 针 1 寸 (30 mm); 阴 陵 泉 选用 1.5 寸 
毫 针 ,靠近 胜 骨 内 侧 贴 骨 深 刺 , 进 针 约 1 寸 (30 mm)。 
NTN 组 固定 方式 和 选 穴 与 CN 组 一 致 ,采用 1 寸 毫 针 , 直 
刺 或 斜 刺 0.5 寸 (15 mm) 左右 ,不 贴 骨 抵 骨 进 针 ,两 组 均 
使 用 平 补 平 泻 手 法 ,得 气 后 连接 电 针 仪 ,一 组 电极 连接 
内 外 膝 眼 ,一 组 电极 连接 足 三 里 和 阴 陵 泉 , 玻 密 波 刺激 
20 min, 频 率 1.6~2 Hz, 以 局 部 肌肉 轻微 刺激 为 度 ( 电 压 
4~6V, 电 流 1~3 mA) ,1 次 /d,5 d 一 疗程 ,每 一 疗程 间隔 
2 d, 连 续 4 周 。N 组 和 M 组 固定 方式 疗程 与 CN 组 一 致 
但 不 做 任何 治疗 。 
1.4 X 线 检测 

采用 Hulth 法 复制 膝 骨 关节 炎 模 型 6 周 后 ,对 正常 
组 和 造 模 组 新 西 兰 兔 左 膝 骨 关节 进行 X 线 检测 ,观察 两 
组 免 膝 骨 关 节 之 间 的 变化 。 所 有 新 西 兰 兔 X 线 检测 均 
在 重庆 医科 大 学 附属 第 一 医院 进行 ,X 线 参数 : (照射 
量 :32 mAs; 照 射电 流 :250 mA; 照 射电 压 :60 Kvp; 照 射 
时 间 128 ms)。 
1.5 行为 学 检测 

分 别 在 治疗 前 和 治疗 结束 后 观察 兔 膝 关 节 局 部 反 
应 .关节 活动 .关节 肿胀 和 步 态 改 变 , 用 Lequesne MG 
膝 关节 评估 级 别 方法 "进行 评分 ,Lequesne MG 评分 标 
准 :局 部 疼痛 刺激 反应 :用 棉签 触 碰 手 术 侧 膝 关节 ,无 异 
常 疼痛 反应 为 1 级 , 患 肢 收缩 为 [级 , 患 肢 痉挛 收缩 , 伴 
胶体 轻 度 反应 为 亚 级 , 患 肢 收缩 强烈 ,全 身 震 赢 排 扎 为 
区 级 ; 步 态 : 患 胶 跑 动 正 常 ,路 地 有 力 为 工 级 , 患 胶 跑 动 
时 轻 度 跨行 ,路 地 有 力 为 下 级 , 患 肢 能 行走 但 路 行 明显 
为 亚 级 , 患 肢 不 能 行走 ,不 能 路 地 及 触 地 为 以 级 ;关节 活 
动 ( 伸 直 为 0°): 患 肢 伸 直 90° 以 上 为 1 级 , 伸 直 45°~90° 
为 级 , 伸 直 15°~45° 为 耳 级 ,15° 以 下 为 入 级 ;关节 肿 
胀 :关节 无 肿胀 , 骨 性 标记 清楚 为 1 级 , 轻 度 肿胀 , 骨 性 
标记 变 浅 为 [级 ,肿胀 明显 , 骨 性 标记 消失 为 三 级 ,等 级 
分 值 依次 为 0 分 ,1 分 ,2 分 ,3 分 ,总 分 为 11 分 。 
1.6 膝 关 节 软 骨 观 察 和 形态 学 检测 

治疗 4 周 后 ,将 4 组 新 西 兰 兔 经 3% 戊 巴 比 受 钠 
(30 mg/kg) 有 麻醉 后 ,立即 剥离 皮肤 , 断 离 膝 关 节 ,用 手术 
刀 迅 速 剥 离 附 着 肌肉 组 织 , 取 下 关节 面 软骨 及 内 侧 半月 
板 , 分 为 两 部 分 ,一 部 分 放 入 迅速 放 入 液 氮 保存 , 移 至 负 
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80 冷冻 ,一 部 分 放 入 4% 多 聚 甲醛 固定 ,将 放 入 多 聚 甲 
醛 的 软骨 进行 常规 脱 钙 ,磷酸 盐 冲 液 冲洗 ,石蜡 包 埋 ,4~ 
5 um 连续 切片 ,进行 HE 染色 和 甲 茶 胺 蓝 染 色 , 应 用 
Mankin 评 分 法 对 甲 茶 胺 蓝 染 色 切 片 进行 评定 ,判断 
1.7 Westem-blot 检 测 

取 液 氮 的 软骨 标本 约 40 mg, 用 细胞 裂解 法 提取 软 
上 骨 总 蛋白 ,粉碎 后 离心 10 min,BCA 和 蛋白 定量 法 测定 蛋 
白 浓度 ,收集 上 清 液 ,提取 等 量 蛋 白 ,SDS-PAGE 凝 胶 电 
泳 后 转 至 PYDF 腊 封闭 ,加 入 Sox9 和 ColX 一 抗 (1: 
500) ,4 %C 摇 床 过 夜 ,37 % 复 温 后 加 二 抗 (1:1000) ,孵育 
后 漂洗 显 色 ,用 GAPDH 做 内 参 重复 上 述 步 又 ， 
Quantity One 4.6 软件 分 析 条 带 灰色 值 (目的 蛋白 相对 
含量 计算 公式 :目的 蛋白 灰 度 值 GAPDH 灰 度 值 )。 
1.8 免疫 组 织 化 学 检测 

取出 放 入 4% 多 聚 甲醛 保存 的 软骨 标本 固定 24 h 
后 ,石蜡 切片 4~5 hm 连续 切片 ,二 甲 茉 脱 量 ,采用 复合 
消化 液 进行 酶 修复 ,室温 下 孵育 30 min,PBS 冲洗 ,先后 
加 入 3% 双 氧 水 过 氧化 物 酶 活性 .山羊 血清 旷 育 后 ,分别 
滴 加 VEGF 和 ColX 一 抗 (稀释 度 1:100),4 CC 过夜, 室 
温 下 铸 育 30 min, 加 生物 素 标记 山羊 抗 免 、 羔 根 酶 标 
记 链 酶 工作 液 后 , 滴 加 DAB 显 色 试剂 ,显微镜 下 观察 
5 min, 棕 色 或 黄色 显示 为 阳性 , 苏 木 精 复 染 15 min, 脱 
水 后 放 入 碳酸 锂 3 s, 切 片 用 酒精 脱水 干燥 ,中 性 树胶 封 
片 ,做 阴性 对 照 用 PBS 代 替 一 抗 。 


图 1 X 线 观察 新 西 兰 免 膝 骨 关节 变化 


1.9 逆转 录 聚 合 链 式 反应 (RT-PCR ) 检 测 

取出 液 氮 下 保存 的 软骨 组 织 , 按 照 试 剂 盒 和 逆转 录 
试剂 盒 说 明 书 进行 RNA 提 取 和 c-DNA 的 制备 ,Sox9 引 
物 : 上 游 :35GGCGGAGGAAGTCGGTGAAG 3 ,下 游 : 
5'GCCGGGGGAATGGACCTC 3',VEGF 引物 :上 游 : 
5TGGCCGTCTGCTGGGAGTG 3', 下 游 :5CCGGGC 
TACTACTTCGTCCACTC 3', 以 b-actin 作为 内 参 对 
照 ,上 游 :5ACCCCGTGCTGCTGACCGAG 3', 下 游 : 
5'TCCCGGCCAGCCAGGTCCA 3', 以 上 引物 均 由 重 
庆 海 韵 生物 技术 有 限 公司 合成 ,经 吸光 度 扫 描 仪 扫描 
后 ,用 PCR 条 带 软 件 进 行 定量 分 析 , 结 果 为 基因 表达 量 
对 内 参 的 比值 。 
2.0 统计 学 处 理 

应 用 SPSS 17.0 软 件 进行 数据 统计 分 析 , 所 有 实验 
数据 采用 均 数 + 标准 差 表 示 , 组 内 比较 使 用 单 因素 方差 
分 析 法 ,组 间 差 异 比 较 采 用 LSD 检 验 , 以 P<0.01 为 差异 
有 统计 学 意义 。 


2 结果 
2.1 X 线 检测 结果 

从 网 1 可 见 : 正 常 组 新 西 兰 免 膝 关节 边缘 整齐 , 间 
际 正 常 ,关节 面 平整 ,关节 对 线 良 好 ,无 骨 歼 形成 。 造 模 
6 周 后 造 模 组 新 西 兰 免 膝 关节 边缘 有 明显 骨 歼 形成 , 关 
节 间 际 变 罕 ,关节 面 变形 ,关节 对 线 不 良 。 


Fig.1 Changes of the rabbits knee joints observed by X-ray. A: Frontal view of the joint of a normal rabbit; B: Lateral view of the 
joint of a normal rabbit; C: Frontal view of the joint of a rabbit with KOA; D: Lateral view of the joint of a rabbit with KOA. 


2.2 行为 学 观察 

N 组 Lequesne MG 评分 在 0~1 分 ,行为 学 正常 ,与 N 
相 比 ,治疗 前 MCN、 和 NTN 组 Lequesne MG 评分 显著 
增高 ,有 统计 学 差异 (P<0.01)。MCNNTN 组 在 治疗 前 
Lequesne MG 评分 比较 差异 无 统计 学 差异 (P>0.01) , 免 
膝 关节 局 部 刺激 疼痛 反应 强烈 , 关 市 肿胀 明显 ,关节 活 


动 度 多 在 45°~90° ;治疗 后 CN 和 NTN 组 兔 关节 局 部 刺 
激 疼 痛 反 应 有 所 减轻 ,肿胀 稍 减 轻 , 关 节 活 动 度 多 在 15° 
~45°, 与 M 组 相 比 ,CN 和 NTN 组 评分 显著 降低 ,其 中 
CN 组 降低 更 加 明显 ,有 统计 学 差异 (P<0.01, 表 1)。 
2.3 染色 及 Mankin 评 分 结果 

采用 HE 染色 和 甲苯 胶 蓝 染色 ,按照 Mankin 评 分 
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表 1 锡 行 为 学 Lequesne MG 结果 
Tab.1 Scores of equesne MG algofunctional index of the 
rabbits (n=10, Mean+SD) 


Group Pre-treatment Post-treatment 
N group 0.50+0.53 0.40+0.52 

M group 6.50+0.85* 6.80+0.63* 
CN group 6.30+0.48* 3.30+0.68* 人 $< 
NTN group 6.40+0.52* 4.404+0.52*^ 
F 232.24 203.02 

~ 0.000 0.000 


N: Normal control group; M: Model group; CN: Close-to-bone 
needling group; NTN: Normal thrust needing group. *P=0.000 vs N 
group; “P=0.000 vs M group; “P=0.000 vs NTN group. 
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法 进行 评定 -(Mankin 评 分 法 :早期 为 1~5 分 .中 期 为 6~ 
9 分 .晚期 为 10~14 分 )。 从 图 2.3 和 表 2 中 可 见 N 组 软 
骨 表 面 光 滑 、 软 骨 细 胞 分 布 均匀 ,排列 整齐 .甲苯 胶 蓝 染 
色 均 匀 无 失 染 潮 线 完整 Mankin 评 分 0~2 分 。M 组 软 
肯 表 层 有 裂隙、 软骨 细胞 层次 不 清晰 、 排 列 无 序 有 成 徐 
细胞 出 现 . 甲 茶 胶 蓝 染色 深 染 . 潮 线 不 完整 .Mankin 评 
分 7~9 分 。CN 组 软骨 表面 不 规则 .软骨 细胞 数量 较 少 、 
排列 稍 紊乱 、. 轻 度 失 染 , 潮 线 正常 Mankin 评 分 3~5 分 。 
NTN 组 软骨 表面 粗糙 .软骨 细 胞 排列 紊乱 .出 现成 篮 细 
胞 . 轻 度 失 染 . 潮 线 不 完整 .Mankin 评 分 4~6 分 。 从 表 2 
可 见 ,CN 组 和 NTN 组 与 M 组 相 比 软 骨 细胞 分 布 较 均 
匀 ,软骨 缺损 程度 减轻 .Mankin 评分 显著 降低 (Ps< 
0.01) ,CN 组 与 NTN 组 相 比 细胞 染色 更 均匀 细胞 排列 
更 整齐 .层次 清晰 、Mankin 评 分 进一步 降低 (P<0.01)。 


表 2 各 组 关节 软骨 Mankin 评 分 及 Sox9、ColX 蛋白 表达 比较 


Tab.2 Comparison of Mankin score and Sox9 and ColX protein expressions in the cartilage in 


different groups (n=10, Mean+SD) 


Group Snin/ SCOre Sox9 protein ColX protein 
N group 1.1040.74 0.7040.01 0.2540.03 
M group 7.80+0.79* 0.27+0.03* 0.65+0.03* 
CN group 4.00+0.82*^^ 0.59+0.02*^ 人 ^ 0.38+0.02*^ 人 ^ 
NTN group 5.00+0.82* 人 0.47+0.03* 人 0.48+0.02* 人 
F 122.39 571.96 402.38 

P 0.000 0.000 0.000 


*#P=0.000 vs N group; “P=0.000 vs M group; “P=0.000 vs NTN group. 


图 2 HE 染色 观察 免 膝 骨 关 节 病 理 变 化 
Fig.2 Pathological changes of the knee joint of the rabbits observed with HE staining (Original magnification: x200). A: Normal control 


group; B: Model group; C: Close-to-bone needling group; D: Normal thrust needing group. 


2.4 Western-blot 检 测 

见 图 4、 表 2。 与 N 组 比较 ,M 组 Sox9 和 蛋白 表达 量 
显著 降低 ,ColX 和 蛋白 表达 量 显著 升 高 (P<0.01) ,CN 组 
和 NTN 组 Sox9 和 蛋白 表达 量 明显 降低 ,ColX 蛋白 表达 
量 明显 升 高 (P<0.01) ,与 M 组 比较 ,CN 组 和 NTN 组 


Sox9 和 蛋白 表达 量 明 显 升 高 ,ColX 蛋 白 表达 量 明显 降低 
(P<0.01),CN 组 ColX 和 蛋白 表达 量 较 NTN 组 降低 ,两 组 
比较 差异 有 统计 学 意义 (P<0.01)。 
2.5 免疫 组 化 检测 

见 图 5.6 和 表 3。VEGF 和 ColX 在 M 组 中 呈 高 阳 
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图 3 甲苯 胺 蓝 染 色 观 察 肥 大 细胞 形态 
Fig.3 Morphologic changes of the hypertrophic chondrocytes observed with Toluidine blue staining (Original magnification: x 


200). A: Normal control group; B: Model group; C: Close-to-bone needling group; D: Normal thrust needing group. 


表 3 各 组 VEGF、ColX 蛋白 表达 水 平 
Tab.3 Protein expression levels of VEGF and ColX in the knee 
joint cartilage of the rabbits (n=10, Mean+SD) 


Group VEGF ColX 

N 0.80+0.06 0.09+0.04 

M 1.44+0.07* 0.7740.06* 
CN 1.034+0.08*4 0.2940.04*4< 
NTN 1.26+0.06* 人 0.46+0.06* 人 
F 172.63 316.71 

P 0.000 0.000 


*P=0.000 vs N group; “P=0.000 vs M group; “P=0.000 vs NTN group. 


性 细胞 表达 ,NTN 组 阳性 细胞 表达 下 降 , 上 且 CN 组 下 降 
的 更 加 明显 ,N 组 中 VEGF 有 少量 阳性 细胞 ,ColX 几乎 
没有 显示 阳性 表达 。 与 M 组 相 比 ,CN 组 和 NTN 组 


图 5 VEGF 在 组 织 中 的 表达 
Fig.5 Expression of VEGF in the knee joint cartilage (Original magnification: x200). A: Normal control group; B: Model group; C: Close- 
to-bone needling group; D: Normal thrust needing group. 


2.6 RTPCR 检测 

从 图 7, 表 4 可 知 : 与 N 组 比较 ,M 组 .CN 组 和 NTN 
组 Sox9 mRNA 表 达 量 明显 降低 ,VEGF mRNA 表达 量 
明显 升 高 (P<0.01); 与 M 组 比较 ,CN 组 和 NTN 组 Sox9 


73 000 


图 4 各 组 Sox9 和 ColX 蛋白 表达 Western-Blot 
Fig.4 Sox9 and ColX protein expression detected 
by Western blotting. A: Normal control group; B: 
Model group; C: Close-to-bone needling group; 
D: Normal thrust needing group. 


VEGF 和 ColX 的 阳性 表达 率 明 显 下 降 ,CN 组 的 阳性 表 
达 率 较 NTN 组 下 降 更 明显 (P<0.01)。 


mRNA 表达 量 明 显 升 高 ,VEGF mRNA 表达 量 明显 降 
低 (P<0.01); 而 CN 组 Sox9 mRNA 表达 量 也 明显 高 于 
NTN 组 (P<0.01)。 


"了 002 ， 


图 6 ColX 在 组 织 中 的 表达 
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Fig.6 Expression of ColX in the knee joint cartilage (Original magnification: x200). A: Normal control group; B: Model group; C: Close- 


to-bone needling group; D: Normal thrust needing group. 


A N M CN NIN 
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146 bp B-actin 


VEGF 


7 RT-PCR 检 测 各 组 Sox9 和 VEGF mRNA 的 表达 

Fig.7 Sox9 and VEGF mRNA expression detected by RT-PCR. A: Expression of Sox9 
mRNA; B: Expression of VEGF mRNA. N: Normal control group; M: Modeling group; 
CN: Close-to-bone needling group; NTN: Normal thrust needing group. 


表 4 各 组 Sox9 和 VEGFmRNA 表 达 水 平 
Tab.4 Expression of Sox9 and VEGF mRNA in the knee joint 
cartilage of the rabbits (n=10, Mean+SD) 


Group Sox9 mRNA VEGF mRNA 
0.44+0.02 0.27+0.02 

M 0.26+0.01* 0.40+0.02* 

CN 0.39+0.02*^^ 0.32+0.01*^ 人 ^ 

NTN 0.32+0.02*#^ 0.36+0.02* 人 ^ 

F 190.69 122.46 

2 0.000 0.000 


*P=0.000 vs N group; “P=0.000 vs M group; “P=0.000 vs NTN group. 


3 讨论 

骨 关节 炎 在 中 医 中 属于 " 骨 兽 "“ 兽 证 ?等 范畴 ,人 《内 
经 》 提 出 “ 病 在 骨 , 骨 重 不 可 举 ,骨髓 酸痛 ,寒气 至 ,名 日 
骨 兽 ” ,点 明了 其 病 位 在 骨 , 病 机 主要 为 经 络 气 血 兽 阻 ， 
临床 表现 主要 以 关节 疼痛 沉重 为 主要 特点 。 临 床 观察 
发 现 , 针 刺 膝 关节 周围 穴位 ,特别 是 内 外 膝 眼 及 足 三 里 
等 穴 , 对 玻 通 经 肪 .促进 血液 循环 减轻 滑 膜 炎症 和 抗 病 
镇 痛 有 明显 作用 , 针 刺 后 接 通 电 针 仪 进行 电 针 治疗 , 接 


近 人 体 生 物 电 的 低频 脉冲 电流 有 加 强 缓解 肌肉 和 血管 
痉挛 的 作用 “。 灵 枢 . 官 针 放 忆 载 : 短 刺 者 ,刺骨 兽 , 稍 摇 
而 深 , 致 针 骨 ,上 下 摩 骨 也 ”, 其 治 法 是 稍 播 动 针 以 深入， 
直达 病痛 深 处 ,在 近 骨 处 上 下 提 插 。 短 是 接近 之 意 , 故 
称 为 短 刺 ， 短 刺 " 作 为 古典 刺 法 十 二 刺 之 一 ,主要 治疗 
骨 痹 深部 疾病 。 临 床 疗 效 观察 : 短 刺 配 合 温 针 焦 可 以 活 
血 消 肿 , 通 络 止痛 ,有 效 恢复 关节 运动 ”配合 功能 训练 
能 显著 改善 膝 关节 功能 障碍 和 疼痛 程度 ，, 短 刺 法 能 深 
刺 至 骨 缝 , 直 达 病 所 ,其 临床 疗效 显著 ” ,但 目前 在 医学 
动物 实验 中 尚未 深入 研究 。 

关节 软骨 主要 由 软骨 细胞 与 细胞 外 基质 组 成 ,软骨 
细胞 在 分 化 过 程 中 失去 细胞 正常 表 型 ,使 回 有 的 软骨 细 
胞 表 型 特征 弱化 ,出 现 细 胞 去 分 化 ,肥大 细胞 终 未 分 化 
及 矿 化 等 异常 分 化 趋势 ,而 这 种 紊乱 的 表 型 特征 导致 膝 
骨 关 节 炎 (KOA) 软 骨 的 修复 机 制 处 于 无 序 状态 ,加 速 
软骨 基质 的 破坏 ”。Y 染 色 体 的 性 别 决定 区 域 (Sox9) 
在 软骨 发 生 和 发 育 过 程 中 发 挥 极 大 的 作用 ” ,是 成 软骨 
生长 因子 诱导 成 软骨 分 化 过 程 中 的 “分 子 开 关 ” 和 “关键 
节点 ”, 人 研究 表明 Sox9 在 软骨 细胞 中 过 表达 可 抑制 软骨 
细胞 的 肥大 、 延 缓 终 末 分 化 和 上 骨 化 的 过 程 ”™,Sox9 能 
结合 ColX 基因 局 动 子 直接 激活 该 基因 的 表达 , 负 向 调 
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控 软 骨 细 胞 肥大 进程 器,ColX 和 ColXT 区 、 工 等 胶原 纤 
维 交织 成 网 ,为 关节 软骨 提供 必要 的 组 织 强度 和 应 
力 ”, 它 主要 存在 于 软骨 细胞 肥大 区 及 钙化 区 ,是 肥大 
软骨 细胞 的 标志 性 产物 ,在 KOA 的 病变 过 程 中 ,Col X 
阳性 表达 会 向 软骨 纤维 化 区 延伸 站, 诱导 基质 矿 化 ,分 
泌 VEGF 因子 导致 新 生 血 管 入 侵 , 形 成 骨 攻 ,VEGF 是 
一 种 高 度 特异 性 的 促 血 管内 皮 细 胞 生长 因子 ,人 研究 表 
明 :VEGF 对 于 破 软骨 细胞 作用 细胞 外 基质 重 塑 软 
骨 细 胞 死亡 .血管 生成 及 软骨 板 内 软骨 骨 化 都 有 调节 作 
用 ”, 还 可 以 通过 作用 于 血管 内 皮 细 胞 ,促进 新 血管 的 
形成 ,提高 血管 通 透 性 ,促进 炎症 的 发 展 和 形成 。 所 以 
提高 Sox9 和 降低 ColX .VEGF 的 表达 对 抑制 软骨 细胞 
肥大 以 矿 化 减轻 炎症 反应 及 修复 软骨 缺损 至 关 重要 。 

针 刺 能 刺激 膝 关 节 周 围 穴位 ,释放 镇 痛 物 质 , 组 解 
疼痛 ,改善 局 部 血液 循环 ,减轻 滑 膜 炎 症 。 短 刺 法 通过 
缓慢 进 针 , 深 刺 至 骨 , 直达 病痛 深 处 ,与 普通 针 刺 法 相 
比 ,能 更 明显 改善 关节 活动 . 步 态 .局 部 肿胀 和 软骨 的 缺 
损 程 度 ,提高 Sox9 和 降低 ColX .VEGF 的 表达 。 因 此 ， 
豆 刺 法 能 通过 抑制 抑制 软骨 细胞 肥大 分 化 .维持 正常 的 
细胞 表 型 .减轻 炎症 反应 ,使 软骨 组 织 得 到 修复 ,这 可 能 
是 治疗 KOA 的 男 一 机 制 通路 ,为 临床 短 刺 法 治疗 膝 骨 
关节 炎 提 供 可 靠 的 实验 证 据 。 
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